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Resumo 
 
Introdução: O mieloma múltiplo (MM) é uma neoplasia heterogênea, caracterizada 
pela proliferação clonal de células plasmáticas. A identificação de biomarcadores que 
auxiliem no diagnóstico e prognóstico é necessária para o tratamento e monitoramento 
destes pacientes. 
Objetivo: O propósito deste estudo foi avaliar o perfil imunofenotípico e clínico de 
pacientes com MM no momento do diagnóstico correlacionando a expressão destes 
marcadores com outras variáveis bioquímicas laboratoriais. 
Materiais e Métodos: Trinta pacientes com MM foram incluídos neste estudo, no 
momento do diagnóstico. O perfil imunofenotípico foi analisado por citometria de fluxo 
e a expressão dos antígenos foi correlacionada com características laboratoriais dos 
pacientes.  
Resultados: A presença dos antígenos CD117 (p=0,020) e CD56 (p=0,012) nos 
plasmócitos mostrou correlação com níveis elevados de cálcio sérico e a expressão de 
CD28 (p=0,026) foi associada a presença de lesões líticas.  
Conclusão: Este estudo sugere que a expressão de CD117, CD56 e CD28 possam ser 
utilizados como biomarcadores de predisposição à lesão óssea quando analisados no 
momento do diagnóstico. A Citometria de Fluxo demonstra um papel fundamental na 
identificação de tais antígenos, o que pode contribuir na investigação laboratorial 
global do MM. O número amostral deve ser ampliado para uma melhor investigação e 
estabelecimento de correlação destes marcadores em diferentes estágios da doença. 
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Introdução 
 
O mieloma múltiplo (MM) é uma neoplasia heterogênea, caracterizada pela 
proliferação clonal de células plasmáticas (CP)1; 2 e alterações citogenéticas 
complexas.3; 4 Nos Estados Unidos, é mais frequentemente diagnosticado entre 
pessoas com idade entre 65 e 74 anos.5 Segundo dados do Ministério da Saúde, a 
ocorrência do MM no Brasil ocorre mais cedo, sendo em média aos 60 anos.6 Em 
conjunto com dados clínicos, radiológicos, bioquímicos e hematológicos, a 
imunofenotipagem por citometria de fluxo (CF) fornece informações relevantes, 
possibilitando o diagnóstico e a classificação de desordens de CP7.  
Recomendações de consensos atuais para a identificação e contagem das CP 
incluem os antígenos CD38, CD138 e CD45 como a melhor combinação de 
marcadores de identificação (backbone). A expressão de CD19, CD56, CD117, CD20, 
CD28, CD27 e CD81 estão associadas com padrões fenotípicos únicos que permitem 
uma clara diferenciação entre CP clonais normais e malignas7, uma vez que o padrão 
de expressão destes antígenos mostra-se diferente.8  
Vários marcadores individuais e perfis imunofenotípicos têm sido associados 
com alterações genéticas específicas, assim como com a evolução do MM7. Segundo 
van Dongen et al., um número cada vez maior de marcadores imunofenotípicos tem 
fornecido informações relevantes em CP7.  
As CP do MM podem ser identificados pela presença do antígeno CD138, e as 
anormalidades fenotípicas incluem: ausência de CD19 (95%),, presença  de CD56 
(75%), CD117 (30%), CD20 (30%), a superexpressão de CD28 (15%-45%) e CD200, 
além da diminuição de CD27 (40%-50%) e CD81. . 6 
 
Diversos estudos na literatura têm demonstrado que a CF possui valor 
prognóstico no MM 3; 4; 9, podendo auxiliar no entendimento do risco de progressão da 
doença. Segundo alguns autores a expressão de CD117 nos plasmócitos confere 
prognóstico favorável 4; 10, enquanto a presença de CD28 está associada a pior 
desfecho clínico4; 11. Quanto à expressão de CD56, ainda há controvérsias, sendo 
citado como bom fator prognostico4 e também associado a moléculas de adesão de 
células neurais e presença de lesões ósseas.12 Além disso, é possível prever a 
sobrevida global e analisar a remissão da doença após transplante autólogo de células 
tronco hematopoéticas13.  
Contudo, a associação do perfil imunofenotípico das CP com as variáveis 
hematológicas e bioquímicas no MM ainda precisa ser melhor elucidada para o 
entendimento do prognóstico destes pacientes. Assim, o objetivo deste estudo foi 
avaliar o perfil imunofenotípico e clínico de pacientes com MM no momento do 
diagnóstico, correlacionando a expressão destes marcadores com outras variáveis 
laboratoriais buscando estabelecer possíveis biomarcadores. 
 
 
Materiais e Métodos 
 
Amostra 
 
 Foi realizado um estudo retrospectivo que incluiu pacientes diagnosticados com 
MM conforme recomendações do International Myeloma Working Group (IMWG) para 
o diagnóstico de neoplasias de células plasmáticas. 3; 6; 14  
  Os pacientes foram selecionados no período de janeiro de 2014 a fevereiro de 
2015 em um hospital universitário em Porto Alegre/RS. O projeto foi aprovado pelo 
Comitê de Ética em Pesquisa do hospital para utilização destes dados (14-0503). 
Inicialmente, um total de 45 pacientes com suspeita de MM foram incluídos no 
estudo. Pela análise dos dados laboratoriais, 15 pacientes foram excluídos por não 
cumprirem os critérios de inclusão, diagnóstico de outras doenças de células 
plasmáticas (fase pré-maligna assintomática de significado indeterminado (MGUS), 
amiloidose ou plasmocitoma secundário) ou pacientes sem acompanhamento clínico 
no hospital.  
Ao final, foram avaliados um total de 30 pacientes, que foram categorizados 
conforme seu estadiamento clínico de acordo com a classificação Durie&Salmon 
(D&S) para MM15. 
 
Análises bioquímicas e hematológicas 
 
 Os valores de creatinina (Cre), cálcio total (Ca) e albumina (Alb) foram 
determinados em amostras de soro por método colorimétrico automatizado (Cobas C 
501, Roche Diagnostics GmbH, Alemanha); β2 microglobulina (β2M) por 
quimioluminescência (Liaison, DiaSorin, Itália). A hemoglobina foi analisada em 
sangue total com K2EDTA por método fotométrico no equipamento Sysmex XE-5000 
(Sysmex Corporation, Japan). 
 A determinação de células plasmáticas foi realizada por análise microscópica 
do exame medulograma. O proteinograma foi determinado por eletroforese de 
proteínas utilizando o equipamento Capillarys 2 (Sebia, França), no qual as proteínas 
foram separadas em frações (albumina, α1, α2, β e γ) e a quantificação das bandas foi 
realizada por escaneamento com o programa Sebia, utilizando o software Phoresis, 
(Sebia, França). Para a imunofixação utilizou-se o equipamento Hydrasys (Sebia, 
França). As imunoglobulinas monoclonais detectadas na eletroforese apresentam-se 
como bandas anormais situadas nas zonas da beta e gama-globulina. Para 
identificação das bandas monoclonais foi utilizado anti-soros monoespecificos.  
 
Citometria de Fluxo 
 
Em 100 µL de amostra de medula óssea foram adicionados os anticorpos 
monoclonais em volumes validados e incubadas por 30 minutos, à temperatura 
ambiente e ao abrigo da luz. A seguir, os eritrócitos foram lisados e realizadas 
lavagens com PBS (tampão Fosfato Salino). As células foram ressuspesas com PBS e 
300.000 eventos foram adquiridos no citômetro de fluxo FACSCanto II (BD São José, 
CA, EUA). Para análise dos dados foi utilizado o software Infinicyt (Cytognos SL, 
Salamanca, Espanha). 
O painel de anticorpos utilizado foi CD19APC (clone HIB19; BD), CD38FITC 
(clone HIT2; ExBIO), CD138PE (clone B-A38;ExBIO), CD117PE (clone104D2; ExBIO), 
CD28 PE (clone CD28.2;ExBIO), CD27 APC (clone MT271;BD), CD56 PE (clone 
MEM-188;ExBIO), CD45PerCO (clone MEM-28;ExBIO), CD81 APCH7 (clone JS-
81;BD), Kappa PE (A8B5;ExBIO) e Lambda FITC (4C2;ExBIO). A seleção dos 
antígenos a serem avaliados foi baseado nas recomendações do European Myeloma 
Network.16  
Os plasmócitos foram identificados com base na forte expressão de CD38 e 
CD138 e pela dispersão lateral (SSC) intermediária. A discriminação entre CP clonais 
e normais foi realizada pelo reconhecimento de perfis de expressão fenotípica e 
avaliação das cadeias leves Kappa e Lambda citoplasmáticas (Figura 1). 
Como controles foram utilizados células normais do próprio paciente positivas 
ou negativas para os marcadores. 
 
Análises estatísticas 
  
 Os dados foram expressos como média ± desvio padrão (DP), mediana 
(interquartil) ou frequência (%), quando apropriados. Os testes t Student e Mann-
Whitney foram utilizados para comparar as variáveis contínuas dos antígenos 
estudados; o Teste Exato de Fischer foi utilizado para as variáveis categóricas. As 
análises foram realizadas no software SPSS versão 22.0 considerando uma 
significância de 5%. 
 
 
 
 Resultados 
 
Um total de 30 pacientes (21 homens e 9 mulheres) com MM foram analisados 
no momento do diagnóstico. A média de idade foi 60,6 ± 12,7 anos sendo que 21 
(70,0%) dos pacientes pertenceram ao sexo masculino.  
As características clínicas e demográficas, bem como a 
classificação/categorização dos grupos encontram-se na Tabela 1. Os pacientes foram 
classificados conforme o escore D&S, sendo que 86,7% pertencente ao grupo III, 3,3% 
ao grupo 2 e 10,0% ao grupo I. 
O resultado da eletroforese de proteínas mostrou que o pico monoclonal na 
região das gamaglobulinas foi o mais prevalente (63,3%), seguido da betaglobulina 
(16,7%). Alguns pacientes apresentaram ausência de pico em qualquer fração 
(13,3%). Não foi possível obter o resultado do pico monoclonal de dois pacientes pela 
ausência deste dado no prontuário. 
Os dados da imunofixação apresentaram maior prevalência de cadeia Kappa, 
observado em 15 pacientes (50,0%) e Lambda em 3 pacientes (10,0%); 5 pacientes 
(16,6%) apresentaram ausência de banda e 7 (23,3%) não realizaram o teste (a 
ausência da realização deste teste ocorreu devido a positivação na eletroforese, não 
sendo necessário para confirmação diagnóstica pelos critérios de D&S. A 
Imunoglobulina IgG foi a mais prevalente (56,7%), seguida de IgA (16,7%). Não houve 
paciente com pico em IgM e IgD. 
O medulograma mostrou ampla variação de plasmócitos, entre 0% a 82%, com 
mediana de 21% (5,5 – 50,0). Apenas um paciente não realizou o exame devido à 
amostra inadequada (dados não apresentados na tabela). 
As características laboratoriais dos pacientes estão apresentadas na Tabela 2. 
A frequência de cada um dos marcadores utilizados para a caracterização 
imunofenotípica dos 30 pacientes com MM foi: CD28 (60,0%), CD117 (66,7%), CD27 
(70,0%), CD56 (80,0%) e CD81 (30,0%). A análise da associação entre o conjunto de 
todos os marcadores imunofenotípicos e os diferentes graus de estadiamento da 
doença não foi considerada significativa.  
A frequência de expressão de cada um dos marcadores imunofenotípicos, 
classificados como presente (+) ou ausente (-), foi analisada frente aos dados 
bioquímicos, hematológicos e lesões ósseas. Para ser classificado como presente (+) 
foi considerado qualquer intensidade de marcação positiva para o antígeno e ausente 
(-) quando houve a ausência completa de expressão. A presença dos antígenos 
CD117 e CD56 apresentou associação com níveis elevados de cálcio (p=0,020 e 
p=0,012, respectivamente). O CD28 foi associado com a presença de lesões líticas 
(p=0,026) 
 
Discussão 
 
A citometria de fluxo é um método essencial no diagnóstico de MM e contribui 
para a estratificação prognóstica, além da monitorização de doença residual mínima 
nesses pacientes, a partir da combinação de marcadores imunofenotípicos.7 Neste 
contexto, este estudo buscou analisar o perfil imunofenotípico de pacientes 
diagnosticados com MM e a possível associação entre esses antígenos com as 
variáveis clínicas e laboratoriais dos pacientes. 
Em sua grande maioria, o nível médio de expressão de cada marcador foi 
considerado alto, permitindo inferir que o painel escolhido apresenta poder 
discriminatório para investigação dos clones aberrantes. 7 Entretanto, observa-se que 
um número considerável de pacientes não expressam, eventualmente, algum 
marcador presente no painel, sendo que a utilização de um painel amplo, como este, 
permite a caracterização da população celular doente através da associação de 
antígenos celulares múltiplos. Essa lógica de associação de painéis mais amplos já é 
demonstrada por diferentes pesquisadores na investigação do MM.10; 17  
Dentre os pacientes com MM, cerca de 80 a 90% sofrem lesões osteolíticas 
durante o curso da doença, 18 e a manifestação de hipercalcemia varia entre 15% a 
40% dos casos. 18; 19 Portanto, a destruição óssea está associada com lesões líticas e 
hipercalcemia, 20 o que representa uma complicação grave ocorrida devido a 
reabsorção óssea acelerada e ao elevado numero de osteoclastos.19  
Neste trabalho, foi evidenciado que 60% dos pacientes apresentaram 
expressão de CD28, tendo, ainda, associação estatisticamente significativa com a 
presença de lesões líticas. Entretanto, nenhum outro marcador apresentou ao menos 
uma tendência de associação a uma condição clínica desfavorável.  Conforme 
European Myeloma Network, a expressão de CD28 é útil como indicador 
prognóstico.16 O CD28 age como co-estimulador de células T11, atuando sobre CP 
normais e malignas.11 No MM está presente em cerca de 15 a 45% dos casos e 
correlaciona-se com a progressão da doença.4; 11 Provavelmente devido à importante 
interação deste antígeno com as CP e células dendríticas na MO,17 pode 
desempenhar um papel importante na sobrevivência de células neoplásicas na MO, 
sendo apontado como potencial alvo terapêutico no tratamento do MM. 11 Segundo 
Paiva et al., o fenótipo aberrante de CP mostra super expressão de CD284, e a via de 
sinalização estimulada por este antígeno resulta em proliferação aumentada de células 
T e da função efetora, causando um aumento de sobrevida, via up regulation, do gene 
anti-apoptose.11 
Na análise de associação entre os antígenos celulares e as demais variáveis 
laboratoriais e clínicas analisadas, observamos que a expressão do antígeno CD117 
mostrou-se relacionada com níveis mais elevados de cálcio no sangue periférico. O 
CD117 é uma proteína de membrana que age como um fator de crescimento 
hematopoético e não é encontrado em células plasmáticas normais.8 Está expresso 
em mastócitos e em um subgrupo de células precursoras da medula óssea. Apesar de 
todas as células B serem tipicamente CD117 negativas na medula óssea prematura 10, 
as CP de MM podem apresentar forte expressão deste antígeno,21 ocorrendo em 
cerca de 30% de pacientes com MM.10 Diferentes autores têm relacionado o nível de 
expressão do CD117 com o prognóstico dos pacientes com MM. Segundo Schmidt-
Hieber et al., a expressão de CD117 pode estar associada com o bom prognóstico, 
visto que CD117 pode contribuir para a manutenção homeostática, redirecionando 
neutrófilos e alterando seu homing na medula óssea, sugerindo que resíduos de CP 
normais na MO se mantenha superior as CP neoplásicas enquanto ocorre a 
propagação.10  
Ainda, Robillard et al. identificaram a associação deste marcador com o CD28, 
sugerindo duas categorias de risco: pior prognostico (CD28+/CD117−) e bom 
prognóstico (CD28−/CD117+).21 Nosso estudo mostrou que a expressão de CD117 
está relacionada com hipercalcemia, talvez indicando um paciente em pior estado 
geral. Além disso, não houve associação entre o CD28 e CD117. Outros trabalhos têm 
demonstrado que alguns perfis de antígenos, como CD28 e CD117, estão associados 
com a presença de anormalidades citogenéticas específicos.17 
Outro antígeno que mostrou associação com hipercalcemia foi o CD56, porém 
sem associação com presença de lesões líticas. Neste estudo, 80% dos pacientes 
apresentaram expressão de CD56. Este antígeno apresenta papel importante como 
molécula de aderência, o que poderia estar relacionado a eventos que permitam a 
disseminação de células malignas em demais compartimentos biológicos.21 Sabe-se 
que existe uma correlação significativa entre a forte expressão de molécula de adesão 
de células neurais (NCAM) e CD56 nas células de MM com a presença de lesões 
líticas. O NCAM/CD56 está expresso em osteoblastos, observando-se uma diminuição 
da atividade destes e um aumento na função dos osteoclastos. No entanto, pouco se 
sabe sobre este mecanismo,12 que supõe que o cálcio aumentado possa estar 
correlacionado com manifestações de lesões ósseas. Este antígeno é encontrado em 
CP de MM21 (cerca de 75% dos casos).8  Portanto, diversos trabalhos têm evidenciado 
que a expressão do CD56 está associada à um fator de risco biológico e pior 
prognóstico para MM.8; 21; 22 Com base nos achados de Ely et al.12, podemos supor que 
o cálcio aumentado possa estar correlacionado com manifestações de lesões ósseas.  
Analisando o perfil imunofenotípico dos pacientes incluídos neste estudo, foi 
evidenciado que não houve expressão do antígeno CD81 na maioria dos casos 
(63,33%). O CD81 é uma molécula que age como co-receptor de célula B, também 
envolvida na sinalização e ativação destas células. Estudos recentes descrevem que a 
expressão CD81 em células plasmáticas de MO de MM está associada a um aumento 
do índice de proliferação.17 Já é conhecida que a expressão de CD81 é rara em MM.23. 
Segundo Rawstron et al., na análise do perfil de expressão desse antígeno em CP 
anormais, observaram que a mesma foi fraca ou negativa, enquanto em na população 
de CP normais foi positiva.16 Nosso resultado corrobora com este trabalho, 
reafirmando a aplicação deste marcador na diferenciação de populações neoplásicas 
e normais. 
Em desordens de CP clonais, geralmente há um excesso na produção de 
cadeias leves Kappa ou Lambda, sendo que mais de 90% dos pacientes com MM 
apresentam essa alteração. Além disso, 27% destes pacientes desenvolvem 
insuficiência renal aguda.3 CP monoclonais frequentemente secretam quantidades 
elevadas de imunoglobulinas de cadeias leves livres e podem induzir danos 
teciduais.24 Nossos resultados mostram que a cadeia leve Kappa foi a mais prevalente 
(50,0%), enquanto lambda esteve presente em 10,0% dos casos. Foi observada 
ausência destas em cinco pacientes (16,7%); estudos mostram que alguns pacientes 
com MM podem ter eletroforese de proteínas séricas normal porque a imunoglobulina 
está ausente ou presente em um nível muito baixo.25 
A eletroforese de proteínas sérica comumente é um método realizado quando 
há suspeita de MM,25 visto que um aumento do nível de proteína monoclonal no soro 
esta associado a esta doença.3 Encontramos que o pico monoclonal na região das 
gama-globulinas foi o mais prevalente (63,3%), seguido da beta-globulina (16,7%). 
Além disso, 56,7% dos pacientes apresentou pico em Imunoglobulina G. No MM, 
espera-se um aumento na região gamaglobulina, assim como predominância de 
anticorpos IgG.25  
Um exame da medula óssea mostrando presença de 10% ou mais plasmócitos 
é um critério para o diagnóstico do MM.3 A mediana de 21% (5,5–50,0%) encontrada 
nos medulogramas analisados está dentro do esperado ainda que haja grande 
variação entre os pacientes.  
O MM é, na maioria das vezes, de difícil detecção precoce e os pacientes são 
geralmente identificados no estágio avançado da doença. Os resultados deste estudo 
indicam uma média de idade de 60,6 anos, corroborando com a literatura, já que se 
trata de uma doença crônica e com início insidioso, atrasando o diagnóstico inicial. Em 
adição, mais de 80% dos pacientes deste estudo foram classificados na fase de 
estadiamento III da doença pela classificação D&S. Este dado demonstra a dificuldade 
de identificação da doença e retardo no início do seu tratamento, o que contribui para 
a piora dos demais achados laboratoriais. 
Na análise de gênero, observou-se uma maior frequência de pacientes do sexo 
masculino (70%). Este dado chama a atenção já que, ainda que existam poucos dados 
epidemiológicos no Brasil, sabe-se que nos EUA a incidência da doença é somente 
1,5 vezes maior em homens do que mulheres. 6  
Um fator limitante para este estudo foi o baixo número de pacientes analisados, 
especialmente aqueles em estágios mais precoces da doença. Embora tenha sido 
utilizado um período amostral longo, diversos pacientes não preencheram todos os 
critérios para diagnóstico confirmatório, achado comum no MM. Uma característica da 
doença é ser precedida por uma fase pré-maligna assintomática de significado 
indeterminado (MGUS), além disso, há um estagio intermediário entre MGUS e MM. 
Este fato pode ter contribuído para o menor grau de associação entre os marcadores 
imunofenotípicos e as demais variáveis analisadas, ou então eventualmente 
associações espúrias, sem relação de causa e efeito. Certamente a ampliação do 
número amostral permitirá a análise conclusiva de qual antígeno permite uma melhor 
avaliação do prognóstico da doença. 
 
Conclusão 
O MM é uma doença complexa que provoca manifestações hematológicas, 
imunológicas e bioquímicas diversas. A investigação de biomarcadores celulares pode 
contribuir no momento do diagnóstico proporcionando melhor manejo dos pacientes. 
Este estudo demonstrou uma associação entre a presença dos antígenos 
CD117 e CD56 e os níveis séricos de cálcio, bem como do CD28 e a presença de 
lesões líticas. Tais marcadores podem ser úteis no momento do diagnóstico para 
avaliar a susceptibilidade em relação aos parâmetros analisados. 
A CF demonstra um papel fundamental na detecção de biomarcadores 
celulares, o que pode contribuir na investigação laboratorial por ser um método rápido, 
sensível e reprodutível. Contudo a ampliação da amostra e a inclusão de pacientes em 
estágios mais precoces da doença permitirá confirmação dos achados. 
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Tabela 1. Características clínicas e demográficas dos pacientes com Mieloma Múltiplo 
   
       n (%) 
 
Sexo Feminino   9 (30,0%) 
 Masculino 21 (70,0%) 
   
Classificação D&S I   3 (10,0%) 
 II   1 (  3,3%) 
 III A 15 (50,0%) 
 III B 11 (36,7%) 
   
Imunoglobulina                                            IgG 17 (56,7%) 
 IgM   0 (  0,0%) 
 IgA   5 (16,7%) 
   
Imunofixação Cadeias lambda   3 (10,0%) 
 Cadeias kappa 15 (50,0%)  
 Ausência   5 (16,7%) 
 Não realizaram   7 (23,3%) 
   
Pico Monoclonal Gama 19 (63,3%) 
 Beta   5 (16,7%) 
 Ausência   4 (13,3%) 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Imunofenotipagem representativa do primeiro gating de células plasmáticas e 
expressão padrão de antígenos. Em azul, a identificação da CP e a expressão dos antígenos 
característicos. 
 
 
Tabela 2. Características laboratoriais dos pacientes com Mieloma Múltiplo 
Legenda: Os valores nas colunas acima correspondem a ausência ou presença dos antígenos de superfície celular estudados (- v +). Os dados estão 
expressos como média ± DP ou mediana (intervalo interquartil) ou frequência (%). Ca: cálcio; Hb: hemoglobina; Alb: =albumina; Cre: creatinina; B2M: beta-
2-microglobulina; LL: presença de lesões líticas. Os valores de cálcio, albumina e β2M foram também categorizados considerando os seguintes pontos de 
corte: β2M acima de 2500mg/dL (B2M>2500); albumina acima de 3,5 mg/dL (Alb>3,5) e cretinina >2,0 mg/dL (Cre>2 *diferença significativa entre os grupos 
(P <0.05). 
Anexo I 
Guideline - Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia 
 
 
 
